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Antithrombin III gegen durch Angiogenese verursachte Erkrankungen 



Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der anti-angiogenen und anti- 
eriogenen Wirksamkeit von Antithrombin III zur Prophylaxe und Behandiung 
schledener Erkrankungen. 



Unter der Angiogenese versteht man das Wachstum von GefaSkapillaren und das 
Wachsen endothelialer Kanale. wahrend die Arteriogenese das Wachstum von 
bereits vorhandenen KollateralgefaSen bezeichnet, verbunden mit der Ausdehnung 
der vorhandenen, mit Muskein versehenen Arterien (1). Beide Vorgange werden 
durch die Bindung von angiogen wirksamen Substanzen an Rezeptoren ausgelost, 
die sich auf endothelialen Zellen befinden, welche sich dann vermehren und 
abwandern. Parallel dazu erhohen stimulierte endotheliale Zellen auch die Bildung 
von Adhasionsmolekiilen (Integrine) wie a^ps, welche zur Verankerung der 
ausgewanderten endothelialen Zellen am umgebenden Gewebe dienen, wodurch 
Sprosse von neuen Blutgefafien gebildet werden. Zusatzlich werden Metallopro- 
teinasen gebildet, die das umgebende Gewebe auflosen und damit die Neubildung 
des Gewebes um die BlutgefaSe herum ennoglichen. Die sprossenden endothelialen 
Zellen dringen in rohrenformige und schleifenfonnige Vertiefungen ein und 
ermoglichen so die Bildung von BlutgefaBen. Da angiogene Wirkstoffe eine 
entscheidende Rolle bei der Angiogenese und Arteriogenese spielen, hat die 
Verstarkung oder Verminderung ihrer Produktion und Wirkungen einen hohen 
Einfluss auf die normale physiologische Kontrolle dieser Vorgange und auf 
Erkrankungen, die von der Angiogenese beeinflusst werden. Die pathologische 
Angiogenese ist ein Kennzeichen von Krebs und verschiedenen ischamischen und 
entzundlichen Erkrankungen. Es gibt Beweise fur die wichtige Rolle von angiogen 



wirksamen Substanzen und Wachstumsfaktoren beim Wachstum und der Bildung 
von Metastasen von Krebszellen (2). Es ist gesichert, dass eine ubermaBige 
Angiogenese zu Krankheiten wie diabetischer Retinopathie, Neuropathie, 
rheumatoider Arthritis, Psoriasis und Endometriosis fiihren kann. Die Angiogenese 
tragt zu pathophysiologischen Gewebeveranderungen bei der chronischen Bronchitis 
und chronischen Entzundungen des Magen-Darm-Traktes sowie zu granulomatosen 
und anderen infektosen Erkrankungen \N'\e Lepra bei. 

Antithrombin ist einer der wichtigsten endogenen Inhibitoren der Koagulation. 
Obwohl Antithrombin vor allem als wichtiger plasmatischer Inhibitor von Thrombin 
wirkt, hat er auch starke inhibitorische Wirkungen auf eine Anzahl von aktiven 

Kinproteasen einschlieftlich der Faktoren IXIa. Xa, XIa und XI la und auf den an 
( Gewebefaktor gebundenen Faktor Vila, die alle fur die Koagulatibnskaskade 
wichtig sind. Zwei Isoformen des Antithrombins sind in humanem Plasma identifiziert 
v/orden. Die p-lsoform macht 5 bis 10% des plasmatischen Antithrombins aus und 
hat eine hohere Heparinaffinitat als die a-isoform. Alierdings variieren die Anteile 
dieser beider Isoformen mit dem Gewebe, aus dem sie isoliert werden (3) und in 
Abhangigkeit von den angewendeten Isolierungsverfahren enthalten unterschiedliche 
Antithrombinkonzentrate auch unterschiedliche Mengen der Isoformen (4). 

Kurzlich beschrieben O'Reilly et al. (5) die anti-angiogene und anti-Tumonwirksamkeit 
der gespaltenen und der latenten Form von Antithrombin, wahrend das aktive 
Antithrombin (AT) solche Eigenschaften nicht zeigte. Durch Fraktionierung des 
Gberstandes def Zellkultur wurde von O'Reilly et al. ein neues anti-angiogenes 
Protein gefunden, das als Antithrombin identifiziert und in dem sog. aktiven 'Loop' 
gespalten wurde, was zu einem Verlust seiner inhibitorischen Eigenschaften 
gegenuber den bekannten Proteasen wie Thrombin fuhrte. Dieser proteolytische 
Schnitt wurde durch Elastase nachvollzogen. Die Aenderung der Konformation von 
AT nach der Isolierung kann in einer ahnlichen Weise durch Hitzebehandlung 
herbeigefuhrt werden und ergibt dann das sog. ..locked oder latente" AT. 

Oberraschenderweise wurde nun gefunden, dass die aktive Form des AT, die durch 
intakte Molekule mit der Fahigkeit Proteasen wie Thrombin und den Faktor XIa zu 
inhibieren und durch eine starke Interaktion mit Heparin und venwandten 



Verbindungen def.niert ist. sowohl anti-angiogene als auch anti-artenogene 
Eigenschaften hat. Deshalb kann die aktive Form von AT als Medikament fur die 
Prophylaxe und Behandlung von Erkrankungen eingesetzt werden. die durch eine 
pathologische Angiogenese und Arteriogenese entstehen. 

in elner Serie von Experimenten wurden zunachst die inhibitorischen WIrkungen der 
aktiven Formen von Antithrombin einschlieBlich der a- und p-Formen des 
Antithrombins, auf durch Wachstumsfaktoren induzierte endothelial Zellvermehrung 
untersucht. Dann wurden die Wirkungen dieser aktiven Isofomien auf die durch 
Serum induzierte Vermehrung der endothelialen Zellen der menschlichen 
Nabelschnurvene (HUVEC) und der arteriellen Zellen der Kalbslunge (CPAC) 
t untersucht. AT a und p wurden durch fraktionierte Chromatographie unter 
VenA/endung einer Heparinmatrix hergestellt. Unter diesen Bedingungen erschien 
das latente Antithrombin in der die Saule durchfiieUenden Fraktion, wahrend die a- 
isoform durch Elution mit 0.8 M NaCI und die p-lsofoma anschlieRend durch Elution 
mit 2 M NaCI erhalten wurde. Unter Anwendung der sog. zweidimensionaien Immun- 
Elektrophorese (in Gegenwart von Heparin) wurde die Abwesenheit des 
latenten/Mocked' AT in den beiden letztgenannten Fraktionen bestatigt. Zusatzlich 
zeigt das erhaltene AT die vollen protease-inhibitorischen Eigenschaften. 

Zusammenfassend ist also festzustellen. dass beide aktiven AT-lsofomnen anti- 
^ proliferative Eigenschaften bei Inkubation mit endothelialen Zellen zeigen. Die p- 
W isoform zeigte hohere inhibitorische Starke als die a-Isoform. Ein AT-Konzentrat. das 

eine Mischung von beiden aktiven Isoformen enthalt. zeigte ebenfalls inhibitorische 

Wirksamkeit. Die Gegenwart einer Menge (10%) von latentem AT verminderte die 

inhibitorische Starke des Konzentrats nicht. 

Deshalb ist ein weiterer Gegenstand der Erf.ndung die VenA^endung der a-lsoform 
Oder der p-lsofomi oder ihrer Mischung oder eines Konzentrates von Antithrombin III 
zur Prophylaxe und Behandlung von Erkrankungen. die durch eine pathologische 
Angiogenese oder Arteriogenese verursacht werden. 



Es konnte auch gezeigt werden, dass die endotheliale Zellvermehrung, die entweder 
durch Wachstumsfaktoren wie VEGF ('vascular endothelial growth factor' oder 
basischen Fibroplastenwachstumsfaktor bFGF) oder Serum hervorgerufen wurde, 
durch aktives AT oder ein AT-Konzentrat inhibiert werden kann. Die Verwendung 
einer aktiven AT-Zubereitung, hergestellt durch Innmunadsorption, zeigte 
vergleichbare Ergebnisse und bestatigte, dass die angiogene Wirksamkeit von AT 
vermittelt wird und nicht etwa von anderen plasmatischen Eiwei&spuren. Hieraus 
kann geschlossen werden, dass aktives AT, und zwar entweder die aktiven a- oder 
p-lsoformen allein oder als Mischung, fur die Prophylaxe und Behandlung von 
Erkrankungen benutzt werden konnen, die durch eine Angionese induziert oder von 
ihr unterstutzt oder von ihr begleitet werden wie Retinopathien, Neuropathien, 
rheumatoide Arthritis, Psoirasis, Endometriose, und dass sie auch benutzt werden 
konnen, urn die Ausbreitung von Metastasen und das Wachstum von Tumoren zu 
verhindern einschlleBlich solcher, die induziert oder unterstutzt werden durch 
Wachstumsfaktoren wie Zytokinen. Das gleiche gilt fur die Prophylaxe und 
Behandlung von chronischer Bronchitis und chronisehen Entzundungen des Magen- 
Darm-Traktes und granulomatoser und anderer infektioser Krankheiten wie Lepra. 
Die Gegenwart des latenten AT vennindert nicht die gefundenen anti-angiogenen 
Eigenschaften, so dass eine Mischung mit aktiven a- und/oder p-AT ebenfalls 
benutzt werden kann. AuRer aus Plasma gewonnenem Antlthrombin kann auch 
rekombinant oder transgen hergestelltes aktives Antithrombin benutzt werden, und 
zwar entweder allein oder in Kombination mit latentem Antithrombin. 

Antithrombin kann intravenos, subkutan, intramuskular oder toplsch (z. B. in Form 
von Tropfen, Salben oder als Bestandteil eines Wundverschlussmittels wie einem 
Vlies) eingesetzt werden. Die folgenden Beispiele zeigen die inhibitorischen Effekte, 
die mit den gereinigten AT-lsoformen und einem AT-Konzentrat beobachtet wurden. 



Beispiel 1 



Inhibition der VEGF-induzierten HUVEC-Vermehrung durch Antithrombin 

Es konnte gezeigt werden. dass VEGF105 eine dosisabhangige Vermehrung der 
HUVEC Zellzahl induzieren kann, was durch Farbung mit Kristallviolett gemessen 
wurde. Ein Inkubation uber 48 Stunden mit 15.6 ng/ml VEGF (eine Konzentration. die 
eIne untermaximale Wirkung erzeugt). wurde in der Gegenwart von verschiedenen 
Konzentrationen von unterschied lichen Zubereitungen und Fraktionen von 
Antithrombin in RPME 1640 durchgefQhrt. 

AT bewirkte eine dosisabhangige Inhibition der von VEGF induzierten Vemiehrung 
der HUVEC-Zahl. Die p-lsofomn war wirksamer als das AT-a, wie es die Fig. 1 zeigt. 



Beispiel 2 

Inhibition der endothelialen Zellvermehrung durch ein AT-Konzentrat 
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HUVEC wurde aus frischen Plazenta-Nabelschnuren isoliert und bis zur Konfluenz in 
einer feuchten Atmosphare bei SrC und 5% CO2 wachsen gelassen. Das 
'achstumsmedium war ECGM (PromoCell, Heidelberg. Deutschland) erganzt mit 
10% fbtalem Kalberserum (FCS) (PAA Laboratories. Linz. Osterreich). Dann wurden 
die Zellen voneinander durch eine Behandlung mit Kollagenase getrennt und in eine 
mit 96 Vertiefungen ausgestattete Gewebekulturplatte in einer Konzentration von 5 x 
10^ Zellen pro Vertiefung in ein Kulturmedium. das 20% FCS enthielt, ausgesat. 
Nach 24 Stunden wurden die Zellen zweimat mit RPME 1640 (Biological Industries. 
Kibbutz Beit Haemek, Israel) gewaschen und mit den Testsubstanzen in einem 
Medium, das 2% FCS enthielt, 72 Stunden lang inkubiert. Als positive Kontrolle 
wurde Vinblastin in einer Konzentration von 10"' M eingesetzt (siehe Fig. 2). Die anti- 
proliferative Wirkung dieser Substanz auf HUVEC ist schon beschrieben worden (6). 
Eine zweite endotheliale Zelllinie. die endothelial Zelllinie der Rinderlungenarterie 
CPA (ATCC, Rockville, MD) wurde zusammen mit einem Kulturmedium, das aus 



Earle's Medium 199 bestand (PAA Laboratories, Linz, Osterreich), verwendet. Die 
FCS-Mengen waren wie oben beschrieben (siehe Fig. 3). 

Nach Inkubation bei 37°C wahrend der angegebenen Zeit wurde die Zellvermehrung 
unter Verwendung eines kolorimetrischen Testsystems gemessen. Dieses Testsys- 
tem basiert auf der Reaktion von Tetrazoliumsalz MTT (Sigma Chemical Company) 
in violettes Formazan durch aktive mitochondrische Dehydrogenase. Deshalb zelgt 
diese Reaktion lebende, aber keine toten Zellen an und das erzeugte Signal ist direkt 
proportional zur Anzahl der Zellen. Die MTT-Losung wurde in einer Konzentration 
von 5 mg MTT/ml PBS in alle Vertiefungen der Testkulturplatte gegeben und weitere 
6 Stunden inkubiert. Dann wurde DMSO (Merck) zu jeder Vertiefung hinzugefugt und 
die Flatten weitere 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde die optische Dichte mit 
einem enzymverbundenen Immunosorbent Assay (ELISA) Reader bei 570 nm 
gemessen. 

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde ein BrdU Testsystem (Boehringer 
Mannheim, Deutschland) venwendet und gemali den Herstellervorschriften 
eingesetzt. Dieses Testsystem basiert auf der Messung der BrdU-Einbaus wahrend 
der DNA-Synthese in sich vemiehrenden Zellen. 

Die Daten werden als Proliferationsindex angegeben, der das Verhaltnis zwischen 
der seruminduzierten Zellvermehrung und der Zellvermehrung in der Gegenwart von 
Testsubstanzen angibt. 

Beispiel 3 

Wirkung eines AT-Konzentrats auf die Vermehrung von HUVEC und CPA 

Ein AT-Konzentrat (Kybernin ®P, Aventis Behring GmbH. Deutschland), das etwa 
10% latentes AT enthielt, inhibierte die Zellvemiehrung von HUVEC Oder CPA in 
einer konzentrationsabhangigen Weise (uber 1 lU/ml), wenn es zum Kultunnedium 
vor dem Beginn der 72-stundigen Inkubation gegeben wurde. Diese Beobachtung 
zeigt, dass die Mischung von aktivem (bezuglich der Proteaseinhibierung und der 
Bindung an Heparin) und latentem AT ebenfalls inhibitorische Eigenschaften auf die 



Zellvermehrung zeigt. Um zu bestatigen, dass die reduzierte Zahl von endothelialen 
Zellen im MTT-assay (Fig. 4 und Fig. 5) tatsachlich auf die Inhibierung der DNA- 
Vermehrung zurucl<zufuhren ist, wurde die Synthese in endothelialen Zellen mittels 
eines BrdU Einbau-assays (Fig. 6 und Fig. 7) durchgefuhrt. Die Ergebnisse der AT III 
Inhibierung auf die DNA-Synthese bei solchen Konzentraten zeigen deren anti- 
proliferative Wirkungen. 

Ein Gemisch aus gereinigten AT a und (3 (ohne latentes AT) zeigte ebenfalls 
inhibitorische Wirkung in diesen Testsystemen. 
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Patentanspriiche: 



1. Verwendung des aktiven Antithrombin III, das Thrombin inhibltorische 
Eigenschaften und Affinitat zu Heparin hat, fiir die Prophylaxe und Behandlung von 
Erkrankungen, die durch Angiogenese oder Arteriogenese erzeugt werden. 

iff, 2. Verwendung von Antithrombin III gemaS Anspruch 1, das aktives Antithrombin 
enthalt, zur Prophylaxe und zur Behandlung von Erkrankungen, die durch eine 
Angiogenese oder Arteriogenese hervorgerufen werden. 

3. Verwendung von Antithrombin III gemaB den Anspruchen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die a-lsoform, die p-lsoform, Mischungen von beiden oder ein 
Konzentrat von Antithrombin 111 zur Prophylaxe und zur Behandlung von 
Erkrankungen benutzt werden, die durch Angiogenese oder Arteriogenese erzeugt 
werden. 

4. Venwendung von Antithrombin III gemaS den Anspruchen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass es fur die Prophylaxe und die Behandlung von Retinopathien, 
Neuropathien oder Infektionskrankheiten wie Lepra eingesetzt wird. 

5. Verwendung von Antithrombin nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass es fur die Prophylaxe und Behandlung von Krebsgeschwuren 
und Metastasen von Krebsgeschwuren eingesetzt wird. 

6. Verwendung von Antithrombin nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass es intravenos, subkutan, intramuskular oder topisch 
angewendet wird. 



Fig.1 



Effect of antithrombin on HUVEC cell number in VEGF 
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Effect of different Antithrombin III (antibody purified) concentrations 
on HUVEC proliferation 
MTT-Assay 
N=4 
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Fig. 2 
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Effect of different Antithrombin III (antibody purified) concentrations 
on CP AC proliferation 
MTT-Assay 
N=4 




Fig. 3 
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Effect of diffOTsnt Kybemin®? concentrations an HUVEC proliferation 

MTT-Assay 
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Fig. 4 



Effect of different KybanindP concentrations on CPAC proliferation 

MIT-Assay 
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Fig. 5 



Effect of different Kybemin®P concentrations on HUVEC proliferation 

BrdU-Assay 

N=3 
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Fig. 6 
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Effect of different Kybemin®P concentrations on CP AC proliferation 

BrdU-Assay 

N=4 




Fig. 7 
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Zusammenfassung: 



Antithrombin III gegen durch Angiogenese verursachte Erkrankungen 

Es wird die Verwendung des aktiven Antithrombin Hi, das Thrombin inhibitorische 
Eigenschaften und Affinitat zu Heparin hat, fur die Prophylaxe und Behandlung von 
Erkrankungen, die durch eine pathologische Angiogenese oder Arteriogenese 
erzeugt werden, beschrieben. 



